(12) NACH DEM VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fOr geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales VerOfrentlicbungsdatum 
12. September 2003 (12.09^003) 




PCT 



liiiniililliiillHfflillHHI 

(10) Internationale VerOflentiichungsnunimer 

wo 03/074088 A2 



(51) Internationale FatentklassifikatiOD^: A61K 47/48 

(21) Internationales Aktenzeicben: PCT/EP03/02084 

(22) iDtemationales Anmeldedatum: 

28. T^bTuar 2003 (28.02.2003) 



(25) Einreicbungssprache: 
(2d) VerOflentlicbungssprache: 



Deutsch 
Deutsch 



(30) Angaben zur PrioritSt: 

102 09 822.0 6. Mare 2002 (06.03.2002) DE 

(71) An m elder (fiir alle Bestimmungsstaaten mitAusnahme von 
US): BIOTECHNOLOGIE - GESELLSCHAFT MIT- 
TELHESSEN MBH [DE/DE]; KerkraderStrasseV, 35394 
Giessen (DE). 

(72) Erflnder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): ORLANDO, Michele 
[rr/DE]; Eichendorffring 107, 35394 Giessen (DE). HEM- 
BERGER, Jargen [DE^EJ; Kiebitzw^2. 35741 Aschaf- 
fenbuig (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG. AL. AM. AT. 
AU. AZ. BA, BE, BG. BR. BY, BZ, CA. CH. CN, CO. CR. 
CU, CZ. DE, DK, DM, DZ, EC. EE. ES. H, GB. GD. GE. 
GH. GM, HR, HU. ID, IL, IN. IS, JP, KE. KG. KP, KR, 
KZ, LC. LK, LR. l^, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, 
MN. MW, MX, MZ, NO, NZ, CM, PH, PL, PT, RO, RU, 
SC, SD, SE, SG. SK. SL, TJ, TM. TN. TR, XT, TZ. UA. 
UG, US. UZ, VC. VN, YU. ZA. ZM, ZW. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH, 
GM. KE, LS, MW. MZ. SD. SL, SZ, TZ. UG. ZM, ZW). 
eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU. TJ. 
TM). europaisches Patent (AT, BE, BG, CH, CY. CZ, DE, 
DK. EE. ES, FI, FR, GB. GR. HU, IE, FT, LU, MC, NL. 
PT, SE, SI. SK, TR), OAPI-Patent (BF, BJ, CF, CG, CI, 
CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE. SN, TD, TG). 

VerOflentlicht: 

— ohm internationalen Recherchenbericht und erneut zu 
verdffenilichen nach Erhait des Berichts 

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Artfangjeder regulOren Ausgabe 
der FCT-Gazette verwiesen. 



(74) Attwalt: GRONECKER, KINKELDEV, STOCK- 
MAIR & SCHWANHAUSSER; . Anwaitssozietat. 
Maximilianstrasse 58. 80538 MUnchen (DE). 



(54) Title: COUPLING LOW-MOLECULAR SUBSTANCES TO A MODIFIED POLYSACCHARIDE 

(54) Bezelcbnung: KOPPLUNG NIEDERMOLEKULARER SUBSTANZEN AN BIN MODIFIZIERTES POLYSACCHARID 



(57) Abstract: The invention relates to a method for coupling low-molecular substances to a starch-derived modified polysaccharide. 
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(57) Zusammenfassung: Die voriiegende Erfindung betrifft die Kopplung von niedermolekularen Substanzen an ein von Starke 
abgeleitetes modifiziertes Polysaccharid, wobei die bindende Wechselwirkung zwischen dem modifizierten Polysaccharid und der 
niedermolekularen Substanz auf einer kovalenlen Bindung bemht, welche das Ergebnis einer Kopplungsreaktion zwischen der end- 
standigen Aldehydgruppe oder einer aus dieser Aldehydgruppe durch chemische Umsetzung hervoigegangenen funktionel Jen Gruppe 
des modifizierten Polysaccharidmolekiils und einer mil dieser Aldehydgruppe oder daraus hervoigegangenen funklionellen Gruppe 
des Polysaccharidmolekiils reaktionsfahigen funktionellen Gruppe der niedermolekularen Substanz ist, wobei die bei der Kopplungs- 
reaktion unmittelbar resultierende Bindung gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion zur obengenannten kovalenten Bindung mo- 
difiziert sein kann. Die Erfindung betrifft femer phannazeutische Zusanunensetzungen, welche die bei der Kopplung gebildeten 
Konjugate umfassen. und die Verwendung dieser Konjugate und Zusammensetzungen zur prophylaktischen oder therapeutischen 
Behandlung des menschlichen oder tierischen Kdipera. 
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KoDPlunq niedermolekularer Substanzen an ein modifiziertes Polvsaccharid 

Es gibt eine Vielzahl niedermolekularer Substanzen von kommerzlellem Interesse, 
Insbesondere Arzneiwirkstoffe und Pflanzenschutzmittel, deren Einsatz durch 
unbefriedigende Ldslichkeitseigenschaften im wassrigen Milieu und/oder geringe 
Verweilzeit im Kfirper eingeschrdnkt Oder sogar verhindert wird. So werden 
beispielsweise kleine ArzneimittelmolekQIe durch die glomerulSre Filtration in der 
Niere (Ausschlussgrenze etwa 70 kD) haufig zu schnell wieder aus dem Kreislauf 
entfemt. so dass eine standige kostspielige und fur den Patienten unbequeme 
Nachversorguhg mit diesem Medlkament, z. B. durch haufig wiederholte 
Verabreichungen oder Infusion, erforderlich ist. 

Um diesen Nachteil zu umgehen. werden in einigen Fallen schwerlSsliche Arznei- 
wirkstoffe als Oliger Bolus verabreicht, der an der Injektionsstelle haufig schmerz- 
hafle Ablagemngen bildet. DarQber hinaus ist der Einsatz solcher schwerldslicher 
Medikamente oft mit toxischen Nebenwirkungen auijgrund ihrer Ablagerung in 
Organen wie Leber und/oder Niere verbunden. Solche unerwQnschten Neben- 
wirkungen haben wiederum zur Folge, dass der in vivo einsetzbare Konzentrations- 
bereich des Wirkstoffes stark eingeschrankt ist. 

Ein in jQngerer Zeit verfolgter Ansatz zur Behebung der geschilderten Probleme be- 
steht in der Koppiung solcher problematischer Substanzen an gut Idsliche biokompa- 
tible Polymeren, wie z. B. Polyethylenglycol und Dextran. Durch die Koppiung Idsst 
sich einerseits das Molekulargewicht uber den Schwellenwert von 70 kD hinaus 
erhdhen, so dass die Plasma-VenA/eilzeit kleinerer Moiekule drastisch gesteigert 
werden kann. andererseits kann durch den hydrophilen Polymeranteil die Ldslichkeit 
im w3ssrigen Milieu verbessert werden. 

Bisher wurden die meisten Modifizierungen mit Polyethylenglycol oder Dextran 
durchgefOhrt, wobei PEG generell bevorzugt wird, da es einfachere Produkte ergibt' 
Dextran-Konjugate zeigen jedoch oft hohe Allergenitdt, eine geringe metabolische 
Stabilitdt und in vielen FSIIen geringe Ausbeuten bei den Kopplungsreaktionen. Beim 
Einsatz von PEG-Konjugaten wurden ebenfalls Qber unangenehme bis gefShriiche 
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Nebenwirkungen wie Juckreiz, Oberempfindllchkeitsreaktionen und Pankreatitis 
berichtet. Femer ist ofler die biologische AWivitSt der Wirkstoffe nach der PEG- 
Kopplung zum Teil stark emiedrigt. Zudem Ist der Metabollsmus der Abbauprodukte 
von PEG-Konjugaten noch weitgeherKi unbekannt urKl stellt mSglicherweise ein 
Gesundheitsrisiko dar. 

Es besteht somit nach wIe vor Bedarf an physiologisch gut vertragllchen Altemativen 
zu Dextran- Oder PEG-Konjugaten, mit denen die Losllchkeit von schlecht Idsllchen 
niedermolekularen Substanzen verbessert und/oder die Verwelldauer von nleder- 
molekularen Substanzen Im Plasma erhOht werden kann, wodurch verbesserte 
phamiakodynamischen Eigenschaften des WIrianolekQIs errelcht werden. 

Aufgabe der Erfindung ist es datier, solctie Altemativen bereltzustellen uid einfache 
und effiziente Verfatiren zur Herstellung solcher altematlver Konjugate zu entwickeln. 

Oben-aschend wurde gefunden, dass sich diese Aufgabe durch HydroxyalkylstSrke- 
Konjugate Idsen lasst, welche dadurch gekennzelchnet sind, dass die bindende 
Wechselwirkung zwischen dem HydroxyalkylstarkemolekQI und der nledemiole- 
kularen Substanz auf einer kovalenten Bindung beruht, welche das Ergebnis einer 
Kopplungsreaklion zwischen der endstandigen Aldehydgoippe oder einer aus dieser 
Aldehydgmppe durch chemische Umsetzung hervorgegangenen funktionellen 
Gruppe des Hydroxyaikylstarkemolekuls und einer mit dieser Aldehydgruppe oder 
daraus hervorgegangenen funktionellen Gmppe des HydroxyalkylstarkemolekQIs 
reaktionsfShigen funktionellen Gnjppe der niedennolekularen Substanz Ist, wobei die 
bei der Kopplungsreaktion unmittelbar resultierende Bindung gegebenenfalls durch 
eine weitere Reaktion zur obehgenannten kovalenten Bindung modifiziert sein kann. 

Die Erfindung umfasst femer pharmazeutische Zusammensetzungen. \«elche diese 
Konjugate enthaiten, sowie die Venwendung dieser Konjugate und Zusammen- 
setzungen zur prophyiaktischen oder therapeutischen Behandlung des mensch- 
lichen oder tierischen Korpers sowie Verfahren zur Herstellung dieser Konjugate und 
Zusammensetzungen. 
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Die erfindungsgemal^ eingesetzte Hydroxyalkyisfarke (HAS) kann nach einem 
bekannten Verfahren, 2. B. Hydroxyalkylierung von Starke an der C2- und/oder Ce- 
Position der Anhydroglucoseeinheiten mit Alkylenoxid oder 2-Chloralkanol, z. B. 2- 
Chlorethanol. (siehe z. B. US 5,218,108 fOr die Hydroxyethylierung von Starke), mit 
verschiedenen gevAOJinschten Molekulargewichtsbereichen und Substitutionsgraden 
hergestellt werden. Es kdnnen audi beliebige der Im Handel erhaltlichen Prapa- 
rationen eingesetzt werden. Die Definition der Alkylgruppierung in „Hydroxyalky- 
starke", wie hier verwendet. schlieBt Methyl, Etiiyl. Isopropyl und n-Propyl ein, wobei 
Ethyl besonders bevorzugt ist. Ein wesentlicher Vorteil der Hydroxyethylstarke (HES) 
ist es, dass diese als biokompatibler Plasmaexpander bereits behordlich zugelassen 
ist und in groBem Stil klinisch eingesetzt wird. 

Das mittlere Moiekulargewicht der Hydroxalkylstarke kann im Bereich von etwa 3 kD 
bis mehreren Millionen Dalton, vorzugsweise etwa 10 kD bis etwa 2000 kD, bevor- 
zugter im Bereich von etwa 70 kD bis etwa 1000 kD, besonders bevorzugt bei etwa 
130 kD, liegen. Zur Erhohung der Verweilzeit der niedemiolekularen Substanz im 
Organismus wird das mittlere Moiekulargewicht der Hydroxyalkylstarke vorzugsweise 
so gewShlt, das der glomeruiare Schwellenwert von 70 kD bei den Konjugaten 
uberschritten wird. Der Substitutionsgrad (Verhaltnis der Anzahl modifizierter 
Anhydroglucoseeinheiten zur Anzahl der gesamten Anhydroglucoseeinheiten) kann 
ebenfalls variieren und wird hSufig im Bereich von etwa 0,2 bis 0,8, vorzugsweise 
etwa 0,3 bis 0,7, noch bevorzugter etwa 0,5, liegen. (Anmerkung: Die Zahlen 
beziehen sich auf den "Degree of Substitution", der zwischen 0 und 1 liegt). Das 
Verhaltnis von C2- zu Ce-Substitution liegt gewohnlich im Bereich von 4 bis 16, 
vorzugsweise im Bereich von 8 bis 12. 

Diese Parameter lessen sich nach bekannten Verfahren einstelien. Erfahrungen mit 
der Verwendung von Hydroxyethylstarke als Blutersatzstoff haben gezeigt, dass die 
Verweilzeit von HES im Plasma vom Moiekulargewicht und dem Substitutionsgrad 
und Substitutionstyp (C2-Substitution oder Ce-Substitution) abhangt, wobei ein 
hoheres Moiekulargewicht, ein hoherer Substitutionsgrad und ein hoherer Anteil der 
CrSubstitution die Verweilzeit erhoht. 
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Diese Beziehungen gelten auch fOr die erfindungsgemaBen Konjugate von 
Hydroxyalkylstarke und niedermolekularen Substanzen, so dass die Verweilzeit 
eines bestimmten Konjugats Im Plasma Qber den Polysaccharidanteil einstellbar isL 

Wie bereits erwahnt, 1st die an der KopplungsrealcHon betelllgte funldionelle Gruppe 
des Hydroxyalkyistarl<emolekuls die endstandige Aldehydgruppe Oder eine daraus 
durch chemische Umsetzung hervorgegangene Funktlonalltat 

Ein Belspiel fur eine seiche chemische Umsetzung ist die selektive Oxidation dieser 
Aldehydgmppe mit einem geeigneten Oxidatlonsmlttel, wie z. B. lod. Brom Oder 
einigen Metailionen, oder auch mittels elektrochemischer Oxidation zu einer 
Carboxylgruppe oder aktivierten Carboxylgruppe, z. B. einem Ester, Ladon, Amid, 
wobei die Carboxylgruppe gegebenenfalls in einer zweiten Reaktion in das aktivierte 
Derivat Qberfuhrt wird. Diese Carboxylgmppe oder aktivierte Carboxylgruppe kann 
dann mit einer primaren Amino- oder Thiolgaippe der niedennolekularen Substanz 
unter Ausbildung einer Amidbindung oder Thioesterbindung gekoppelt werden. Eine 
weitere Moglichkeit ist die Kopplung mit einer Hydroxyl-Funktlon der niedennole- 
kularen Substanz unter Esterbildung. 

Ein erfindungsgemaSes Konjugat kann aber auch dadurch erhalten werden, dass die 
niedermolekulare Substanz zur Einfuhrung einer gewOnschten funktionellen Gruppe 
mit einem geeigneten physiologisch vertraglichen bifunktionellen LinkermolekQI 
umgesetzt wird. Die verbleibende reaktionsfahige Gruppe des angekoppelten 
Linkemiolekuls wird fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung ebenfalls als 
/eaktionsfahigefunktionelle Gmppe der niedennolekularen Substanz" betrachtet. 

Geeignete Unkennolekule enthalten an einem Ende eine Gmppiemng, die mit einer 
reaktionsfahigen funktionellen Gnjppe der niedennolekularen Substanz, z. B. einer 
Amino-, Thiol-, Carboxyl- oder Hydroxy-Gaippe, eine kovalente Bindung eingehen 
kann, und am anderen Ende eine Gmppiemng, die mit der endstandigen Aldehyd- 
gmppe Oder einer daraus durch chemische Umsetzung hervorgegangenen 
funktionellen Gmppe, z. B. einer Carboxylgmppe, aktivierten Carboxylgmppe, 
Amino- oder Thiolgruppe, ebenfalls eine kovalente Bindung eingehen kann. 
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Zwischen den beiden funktionellen Gruppen des Linkenmolekuls befindet sich ein 
biologisch vertragliches BruckenmolekQI geeigneter Lange, z. B. eine Gruppiemng, 
die sich von einem Alkan ableitet, eine (Oligo)alkylenglycolgaippierung oder eine 
andere geeignete Oligomergruppierung. Bevorzugte Gruppierungen, die mit 
Aminogruppen reagieren kOnnen, sind z.B. N-Hydroxysuccinimidester. Sulfo-N- 
hydroxysuccinimid-ester, Imidoester oder andere aktivierte Carboxylgruppen; 
bevorzugte Gmppierungen. die mit Thiolgruppen reagieren kSnnen, sind z.B, 
Maleimid- und Carboxyigmppen; bevorzugte Gruppiemngen, die mit Aldehyd- oder 
Carboxyl-gmppen reagieren konnen, sind z. B. Amino- oder Thiolgruppen. 



Beispielhafte 


Unkermolekule zur VerknOpfung von SH- und NH-Funktionen sind: 


AMAS 


(N-a(Malelmidoacetoxy)succlnimidester) 


BMPS 


(N-B(l\/laleimidopropyloxy)succinlmidester) 


GMBS 


(N-7(Maleimidobutyryloxy)succlnlmidester) 


EMCS 


(N-e(l\/Ialeimidocaproyloxy)succinlmidester) 


MBS 


(m-(Maleimidobenzoyl)-N-hydroxysuccinimidester) 


SMCC 


(Succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexan-1-carboxylat) 


SMPB 


(Succinimidyl-4-{p-malelmidoplienyl)butyrat) 


SPDP 


(Succinimidyi-3-(2i3yridyldithio)proprionat) 


Sulfo-GMBS 


(N-Y(Maleimidobutyryloxy)sulfosuccinimidester) 


Sulfo-EMCS 


(N-e(iVlaleimidocaproyloxy)sulfosuccinimidester). 


Beispielhafte LinkermolekQIe zur VerknOpfung von SH- und SH-Funktionen sind: 


BIVIB 


(1 .4-Bis-maleimidobutan) 


BMDB 


(1.4-Bis-maleimido-2.3-dihydroxybutan) 


BIVIH 


(Bis-maleimidohe>ffiin) 


BI\AOE 


(Bis-maleimidoethan) 


DIME 


(Oithio-bis-maleimidoetlian) 


HBVS 


(1 .6-Hexan-bis-vinylsujfon) 


BIVI(PE0)3 


(1 .8-Bis-maleimidotriethylenglycol) 


BiVI(PE0)4 


(1.11 -Bis-maleimidotetraethylenglycol). 
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Beispielhafte LinkermolekOle zu Verknupfung von NH- und NH-Funktibnen sind: 

BSOCOES (Bis-{2-(sucdnimldyloxycarbonyIoxy)ethyl)sulfon 

BS^ (Bis-{sulfosuccinimidyl)suberat) 

DFDNB (1 .5-Difiuor-2.4-dinitrobenzol) 

DMA (Dimethyladipimidat HCI)) 

DSG (Disuccinimidylglutarat) 

DSS (Disuccinimidylsuberat) 

EGS (Ethylenglycol-bis-(sucx;lnimidylsuccinat). 

Beispielhafte Linkermolekule zur Verknupfung von SH- und CHO-Funktlonen sind: 

BMPH (N-(B-Maleimidopropionsaure)hydrazjd TFA) 

EMCA (N-(8-Maleimidocapronsaure)hydrazid) 

KMUH (N-(K-Maleimidoundecansaure)hydrazid) 

M2C2H (4-(N-Maleimidomethyl)cycloiiexan-1 -carboxylhydrazid HCI) 

MPBH (4-(4-N-Maleimidophenyl)buttersaurehydrazidHCI) 

PDPH (3-(2-Pyridyldithio)propionylhydrazid). 



Ein belspielhaftes Linkermolekul zur Verknupfung von SH- und OH-Funktionen ist 
PMPI (N-(p-Maleimidophenyi)isocyanat). 

Beispielhafte Linkermolekule zur Uberfuhrung einer SH-Funktion in eine COOH- 
Funktion sind: 

BMPA (N-li-Maleimidopropionsaure) 
EMCH (N-B-Maleimidocapronsaure) 
KMUA (N-K-Maleimldoundecansaure). 

Beispielhafte LinkemnolekQIe zur Oberfuhrung einer NH-FunkHon in eine COOH- 
Funktion sind MSA (Methyl-N-succinimidyladipat) oder langerkettige Homologe 
davon oder entsprechende Derivate von Ethylenglycol. 

Beispielhafte LinkermolekOle zur Oberfuhmng einer COOH-FunkUon in eine NH- 
Funklion sind DAB (1.4-Diaminobutan) oder langerkettige Homologe davon oder 
entsprechende Derivate von Ethylenglycol. 
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Ein beispielhaftes Linkermolekul, das mit einer Aminogruppe eines MolekQIs reagiert 
und eine geschOtzte Aminogruppe in grdBerem Abstand von diesem MolekOI zur 
Vermeidung einer sterischen Hindeaing bereitstellt, ist TFCS (N-e(Trifluoracetyl- 
caproyloxy)succinimidester). 

Weitere geeignete LinkennoiekQIe sind Fachleuten bekannt und im Handel erhiltlich 
Oder konnen je nach Bedarf und in Abhangigkeit von den vortiandenen und ge- 
wOnschten funktionellen Gruppen der HAS und der anzukoppelnden nieder- 
molekularen Substanzen entworfen und nach bekannten Verfahren hergestellt 
werden. 

In einem besonders bevorzugten Herstellungsverfahren wird die endstandige 
Aldehydgruppe der HAS mit einem molaren Oberschuss an lod, vorzugsweise in 
einem Molverbaltnis von lod zu HAS von 2:1 bis 20:1, besonders bevorzugt etwa 5:1 
bis 6:1, in wSssriger basisclier L6sung selektiv oxidiert. Nach dem in Beispiel 1 
beschriebenen optimierten Verfahren v^^ird zunachst eine Menge an Hydroxyalkyl- 
starke in warmem destilliertem Wasser gelSst und etwas weniger ais 1 MolSquivalent 
wassriger lodlSsung, vorzugsweise in einer Konzentration von etwa 0,05-0,5 N, 
besonders bevorzugt etwa 0,1 N, zugegeben. Danach wird eine wassrige NaOH- 
Lesung in einer molaren Konzentration. die etwa das 6-15fache, vorzugsweise etwa 
das lOfache, der lodlSsung betrSgt, langsam tropfenweise in AbstSnden von 
mehreren Minuten der Reaktionsiesung zugegeljen, bis die Losung nach der Zugabe 
beginnt, wieder War zu werden. Es wird emeut etwas weniger als 1 Moliquivalent der 
obigen wSSrigen lodlosung der Reaktionsiesung zugegeben, das Zutropfen der 
NaOH-L6sung wieder aufgenommen und die Zugabe von lod und NaOH werden 
solange wiederholt, bis etwa 5,5-6 Molaquivalente lodlosung und 11-12 Mdl- 
aquivalente NaOH-L6sung, bezogen auf die Hydroxyalkylstarke, zugegeben worden 
sind. Dann wird die Reaktion abgebrochen, die Reaktionsiesung entsalzt, z.B. durch 
Dialyse oder Ultrafiltration, einer Kationenaustauschchromatographie unterworfen 
und das Reaktionsprodukt durch Lyophilisierung gewonnen. Bei diesem Verfahren 
werden unabhangig vom Molekulargewicht der HAS fast quantitative Ausbeuten 
erzielt. 
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In einer weiteren besonders bevorzugten AusfDhrungsfbrm erfolgt die selektive 
Oxidation mit alkalischen stabilislerten Losungen von Metallionen, z. B. Cu*^ Oder 
Ag"^, ebenfalls in etwa quantitativer Ausbeute (Beispiel 2). Vorzugsweise wird dabei 
ein etwa 3-10facher molarer Oberschuss des Oxidationsmittels eingesetzt. 

AnsdilieRend wird die gebildete selektiv oxidierte Hydroxyalkystarke in einem 
geeigneten organischen L6sungsmittel mit einer primaren Aminogruppe der 
gewQnschten niedermolekularen Substanz unter Ausbiidung einer Amidbindung 
umgesetzl. Bevorzugte Losungsmittel wurden aus der Gruppe der polar- 
nichtprotlschen L6sungsmittel ausgewahit, besonders bevorzugt wurde 
Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet. Im Gegensatz zu gangigen, in der Literatur 
beschriebenen Verfahren fur ahnliche Kopplungsreaktionen wurde dabei 
uberraschenderweise gefunden, dass der Einsatz ansonsten obligatorlscher 
Aktivatoren wie Carbodiimide und Triazble nicht erforderlich ist. Die Kopplung von 
selektiv oxidierter Hydroxethylstarke (ox-HES) an verschiedene Modellverbindungen 
(siehe Beispiele) ging auch in Abwesenheit eines Aktivators glatt vonstatten. 

Vorzugsweise finden die Kopplungsreaktionen jedoch in Gegenwart eines 
Carbodiimids, mehr bevorzugt in der Gegenwart von DCC (Dicyclohexyldicarbo- 
diimid), am meisten bevorzugt in der Gegenwart von EDC (1-(3-Dimethylamino- 
propyl)-3-ethylcarbodiimid), statt. 

Die reaktive Gruppe des HydroxyalkylstSrkemolekuls kann auch eine durch 
chemische Umsetzung der endstandigen Aldehydgruppe entstandene Amin- Oder 
Thiolgruppe sein. Beispielsweise kann eine reduktive Aminierung der Aldehydgruppe 
durch Reaktion mit Ammoniak in Gegenwart von Wasserstoff und einem Katalysator 
Oder in Gegenwart von Natriumcyanoborhydrid durchgefQhrt warden. Die ent- 
standene Amin- oder Thiolgruppe kann dann mit einer freien Carboxylgruppe oder 
Aldehydgruppe der niedermolekularen Substanz reagieren. Dabei entstehen 
zunSchst Amid- oder Thioesterbindungen bzw. SchifT sche Basen, die 
gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion modifiziert werden konnen. 
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Femer kann die endstandige Aldehydgruppe des Hydroxyalkylstarkemolekuls Oder 
eine daraus durch chemische Umsetzung hervorgegangene ftinklionelle Gruppe 
auch mit einem geeigneten physiologisch vertraglichen, bifunktionellen LinkermolekQI 
umgesetzt werden. In diesem Falle ist fOr die Kopplungsreaktion die ,aus der 
endstandigen Aldehydgruppe des HydroxyallQrIstarkemolekQIs durch chemische 
Umsetzung hervorgegangene funktionelle Gruppe" die verbleibende reaktionsfahige 
funktionelle Gaippe des bifunktionellen LinkermolekQIs, mit dem die endstandige 
Aldehydgruppe oder die daraus hervorgegangene funktionelle Gruppe umgesetzt 
vairde. Auf dieSe Weise kann die endstandige Aldehydgruppe ebenfalls in eine 
ge>vQnschte funktionelle Gruppe QberfQhrt werdeh. 

Geeignete Linkemiolekule enthalten an einem Ende eine Gmppierung, die mit der 
endstandigen Aldehydgruppe oder einer daraus durch chemische Umsetzung 
hen/orgegangenen funktionellen Gruppe, z. B. einer Carboxylgmppe, aktivierten 
Carboxylgruppe, Amino- oder Thiolgruppe, eine kovalente Bindung eingehen kann, 
und am anderen Ende eine Gruppierung, die mit einer reaktionsfahigen funktionellen 
Gruppe der niedemiolekularen Substanz. z. B. ejner Amino-, Thiol-, Carboxyl- oder 
OH-Gruppe, vorzugsweise Aryl-OH-Gaippe, eine kovalente Bindung eingehen kann. 
Zwischen den beiden funktionellen Gmppen des LinkennolekQIs befindet sich ein 
biologisch vertragliches Brtickenmolekul geeigneter Lange, z. B. eine Gmppierung, 
die sich von einem Alkan ableitet, eine (Oligo)alkylenglycolgruppierung oder eine 
andere geeignete Oligomergmppiemng. Bevorzugte Gruppierungen, die mit 
Aminogruppen reagieren kSnnen, sind z.B. N-Hydroxysuccinimidester, Sulfo-N- 
hydroxysuccinimidester, Imidoester oder andere aktivierte Garboxylgaippen; 
bevorzugte Gruppieaingen, die mit Thiolgruppen reagieren kCnnen, sind z.B. 
Maleimid- und Carboxylgmppen; bevorzugte Gruppierungen, die mit Aldehyd- oder 
Carboxylgmppen reagieren kflnnen, sind z.B. Amino- oder Thiolgruppen. 

Eine Reihe von speziellen, nicht beschrankenden Beispielen fur geeignete Linker- 
molekQIe wurden bereits oben unter Bezug auf die Konjugation von Linkermolekulen 
an niedermolekulare Substanzen angegeben. 
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Bei einem altemativen erfindungsgemSlten Kopplungsverfahren der vorliegenden 
Erfindung wind die endstSndige Aldehydgaippe der Hydroxyalkylstarke (HAS) direkt 
mit einer primaren Aminogruppe der niedermolekularen Substanz bzw. eines an 
diese Substanz gekoppelten LinkermolekOls. unter Bildung einer Schiff'schen Base 
umgesetzL Anschliessend oder parallel dazu wird die gebildete Schiff'sche Base 
durch Umsetzung mit einem geeigneten Reduktionsmittel zum Amin reduziert, 
wodurch eine im wassrigen Milieu stabile Bindung zwischen niedemnolekularer 
Substanz und HAS entsteht. 

Bevorzugte Reduktionsmittel sind Natriumborhydrid, Natriumcyanoborhydrid, 
organische Borkomplexe. z.B. ein 4-(Dimethylamino)pyridin-Borkomplex, N- 
Ethyldiisopropylamin-Borkomplex, N-Ethylmorpholin-Borkomplex, N-Methyl- 
morpholin-Borkomplex. N-Phenylmorpholin-Borkomplex, Lutidin-Borkomplex, 
Triethylamin-Borkomplex, Trimethylamin-Borkomplex; geeignete stereoselektive 
Reduktionsmittel sind beispielsweise Natriumtriacetatborhydrid, Natriumtriethyl- 
borhydrid, Natriumtrimethoxyborhydrid, Kaiium-tri-seo-butylborhydrid (K-Seledride), 
Natrium-tri-seo-butylborhydrid (N-Selectride), Lithium-tri-seo^butyibortiydrid (L- 
Selectride),l^liumtriamylborhydrid (KS-Selectride) und Lithiumtriamylborhydrid 
(LS-Selectride). 

Die Kopplungsreaktion von HAS oder oxidierter HAS an eine niedermolekulare 
Substanz wird aufgrund der zu envartenden schlechten Wasserldslichkelt der 
Substanz und der mangelnden StabilitSt des Lactons in wassrigem Milieu 
vorzugsweise in einem organischen L6sungsmittei, bevorzugter einem polaren, 
nicht-protlschen LSsungsmittel, in dem die HAS und vorzugsweise auch die 
niedermolekulare Substanz lOsllch ist, durchgefQhrt. Geeignete Losungsmittel fur 
HAS sind z. B. DMSO, Glycol, Diglycol, Triglycol sowie N-Methylpyrrolidon, Es ist 
auch moglich, Mischungen von DMSO mit anderen Lfisungsmitteln einzusetzen, falls 
die niedermolekulare Substanz nicht in DMSO oder einem anderen bevorzugten 
Ldsungsmittel fur HAS loslich ist. Die Reaktion kann manchmal aber auch vorteilhaft 
in heterogener Phase durchgefQhrt werden. 
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Das MolverhSltnis von HAS zu niedermolekularer Substanz bei der Kopplungs- 
reaklion betrSgt gewohnlich etwa 20:1 bis 1:1, vorzugsweise etwa 5:1 bis 1:1. 

Die Kopplungsausbeuten. bezogen auf die niedermoleltulare Substanz, liegen in der 
Regel bei melir als 40%, haufig mehr als 60% und nicht selten mehr als 80% (vgl. 
Beispiele). 

Bel der zu l<oppelnden niedermoiekularen Substanz handelt es sich vorzugsweise 
urn einen Arzneiwirkstoff, dessen LSslicfikeit in wassrigem Milieu und/oder dessen 
BioverfQgbarkeit, Stabilitat und Verweilzeit im Korper erhoht werden soli. Der Begriff 
„niedermolekulare Substanz" soil auch Peptide bis zu etwa 50 Aminosauren 
einschlieBen. Vorzugsweise ist der Arzneiwirkstoff aus der Gruppe aus Antibiotlka, 
Antidepressiva, Antidiabetika, Antidiuretika, Anticholinergika, Antian-hytmika, 
Antiemetika, Antitusslva, Antiepileptika, Antihistaminika, Antimykotika. Anti- 
sympathotonika, Antithrombotika, Androgenen, Antiandrogenen, Estrogenen, 
Antiestrogenen, Antiosteoporosemittein, Antitumormittein, Vasodilatatoren, anderen 
blutdrucksenkenden Mittein, fiebersenkenden Mittein, Sclimerzmitleln, entzQndungs- 
hemmenden Mittein, B-Blockem, Immunsuppressiva und Vitaminen ausgewShlt 

Einige niclit-besclirankende Beispiele von Arzneiwirkstoffen mit einer NHz-Gruppe 
als Reaktionspartner der Kopplung mit HAS sind: 

Albuterol, Alendronat, Amikazin, Ampicillin, Amoxicillin, Amphotericin B, Atenolol, 
Azathioprin, Cefaclor, Cefadroxil, Cefotaxim, Ceftazidim, Ceftriaxon, Cilastatin, 
Cimetidin. Ciprofloxacin, Clonidin, Colistin, Cosyntropin, Cycloserin, Daunorubicin, 
Doxoaibicin, Desmopressin, Dihydroergotamin, Dobutamin, Dopamin, Ephedrin, 
Epinephrin, e-Aminocapronsaure, Ergometrin, Esmolol, Famotidin, Flecainid, 
FolsSure, Flucytosin, Furosemid, Ganciclovir, Gentamicin, Glucagon, Hydrazalin, 
Imipenem, Isoproterenol, Ketamin, Liolliyronin, Lutiliberin, Merpatricin, Metaraminol, 
Methyldopa, Metoclopramid, Metoprolol, Mexiletin, Mitomycin, Neomicin, Netilmicin, 
Nimodipin, Nystatin, Octreotid, Oxytocin, Pamidronat, Pentamidin, Phentolamin, 
Phenylephrin, Procainamid, Procain. Propranolol, Ritodrin, Sotalol, Teicoplanin, 
Terbutalin, Thiamin, Tiludronat, Tolazolin, Trimethoprim, Tromethamin, Vancomycin, 
Vasopressin und Vinblastin. 
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Bevorzugte Beispiele von Arzneiwirkstoffen mit einer NH2-Gruppe als 
Reaktionspartner der. Kopplung mit HAS slnd 6-Aminopeniclllinsaure. 7- 
Amlnocephalosporin, 7-Aminocephalosporansaure und 7-Aminopenicillansaure. 

Spezielle Beispiele fOr solche Wirltstoffe mit einer COOH-Gaippe als Reaktions- 
partner fOr die Kopplung mit HAS sind: 

Acetylcyslein, Azlodllin, Azlreonam, Benzylpenicillin, Camptothecin, Cefamandol, 
Cefazolin, Cefepim. Cefotaxim, Cefotetan, Cefoxitin, Ceflazidim, Cettriaxon, 
Cephalothin, Cilastatin, Ciprofloxacin, Clavulansaure, Dicloxacillin. e-Amino- 
caprons§ure, Floxacillin, Folinsaure, Furosemid, FusidinsSure, Imipemem, 
Indomethacin, Ketorolac, Liothyronin, Melphalan, Methyldopa, Piperacillin, 
Prostacyclin, Prostaglandine, Teicoplanin, Ticarcillin und Vancomycin. 

Spezielle Beispiele fur solche Wirkstoffe mit einer Aryl-OH-Gmppe als Reaktions- 
partner der Kopplung mit HAS sind: 

Albuterol, Allopurinol, Apomorphin, Ceftriaxon, Dobutamin, Dopamin, Doxycyclin, 
Edrophonium, Isoproterenol, Liothyronin, Metaraminol, Methyldopa, Minocyclin. 
Pentazocin, Phenylephrin, Phentolamin, Propofol, Rifamycine, Ritodrin, Teicoplanin, 
Terbutalin, Tetracyclin und Vancomycin. 

Spezielle Beispiele fur solche Wirkstoffe mit einer aliphatischen OH-Gruppe als 
Reaktionspartner der Kopplung mit HAS sind Taxol und Paldtaxel. 

Die Reaktionsprodukte der oben beschriebenen chemischen Kopplung konnen mit 
bekannten Verfahren untersucht und die Kopplungseffizienz festgestellt werden. 
Beispielsweise kann eine UV-Eichkurve fQr die betreffende niedennolekulare 
Substanz erstellt und dazu verwendet werden, den Gehalt an niedermolekularer 
Substanz in der Probe bzw. den Anteil der niedermolekularen Substanz am 
Kopplungsprodukt zu bestimmen. Falls die niedennolekulare Substanz keine UV- 
Absorption zeigt, konnen entsprechende kolorimetrische oder elektrochemische 
Nachweisverfahren in Analogie zu bekannten Verfahren entwickelt werden. Der 
Saccharidanteil im Konjugat ist beispielsweise durch eine Glykan-spezifische 

I ■ ' 



II 
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Farbung der aufgetrennten Reaklionsprodukte nachweisbar. Auch eine quantitative 
Glykanbestimmung ist moglich. Die Kopplungsausbeute von Reaktionen unter 
Beteiligung primarer Amine konnte auch durch Derivatisierung der nicht-umgesetzten 
Amine mit Fluorescamin und Bestimmung der Fluoreszenz festgestellt werden. 

Die verbesserte Wasserloslichkeit kann bei schwerloslichen Ausgangsstoffen einfach 
durch Losungsversuche uberprCift werden. Im Falle der Kopplung mit teilweise 
wasserieslichen Arzneiwirkstoffen kann die erhohte Hydrophilie mittels einer OECD- 
Methbde zur Ermittlung des logP-Wertes bestimmt werden. Diese korreliert die 
Retentionszeit von Substanzen in der RP-HPLC mit dem Verteilungskoeffizienten in 
einem n-OctanolA/Vasser-Gemisch. Alle mit dieser Methode untersuchten 
erfindungsgemaiien HES-Konjugate eluierten im AusschluBvolumen einer C18- 
Saule, zeigten also keine Wechselwirkungen mit dem C18-Material. 

Die Konjugate der vorliegenden Erfindung kSnnen gegebenenfalls als solche Oder in 
Form einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur prophylaktischen oder 
therapeutischen Behandlung des menschlichen oder tierischen Korpers eingesetzt 
werden. 

Derartige Zusammensetzungen umfassen eine pharmazeutisch wirksame Menge 
eines erfindungsgemades Konjugats als aktiven Bestandteil sowie einen pharmazeu- 
tisch geeigneten TrSger und gegebenenfalls andere therapeutische bzw. galenische 
Bestandteile oder Hilfsstoffe. Hitfsstoffe konnen z. B. Verdunnungsmittel. Puffer. 
Geschmacksmittel, Bindemittel, oberflachenaktive Mittel, Verdickungsmittel, Gleitmittel, 
Konsen/ierungsstoffe (einschlielXlich Antioxidantien) sowie Substanzen einschlieUen, 
die dazu dienen, die Formulierung mit dem Blut des vorgesehenen Empfangers 
isotonisch zu machen. Eine pharmazeutisch wirksame Menge ist diejenige Menge, 
welche ausreicht, urn bei einmaliger oder mehrmaliger Verabreichung im Rahmen 
einer Behandlung zur Erieichterung. Heilung oder VerhQtung eines Krankheitszustands 
eine gewunschte positive Wirkung zu entfalten. Ein phamiazeutisch annehmbarer 
Trager ist ein Trager, der sowohl mit dem Arzneiwirkstoff als auch mit dem Korper des 
Patienten kompatibel ist 
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Die Form der Zusammensetzung vArd je nach dem gewQnschten bzw. geeigneten 
Verabreichungsweg variieren. Geeignete Verabreichungswege kdnnen beispielsweise 
die orale, parenterale, z. B. subkutane, intramuskutSreJntravenSse, intraarterielle, 
intraartikulSre, intrathekale, extradurale Injektion bzw. gegebenenfalls Infusion, 
intranasale, intratracheaie, rektaie oder topische Verabretchung sein. Die |:^arma- 
zeutischen Zusammensetzungen kSnnen gOnstigenveise in Form einer Dosierungs- 
einheit dargeboten warden und nach irgendeinem der auf dem Gebiet der Pliarmazie 
wohlbekannten Verfahren hergestellt werden. 

Die HAS-Konjugate der vorliegenden Erfindung kdnnen auch auf alien anderen 
Gebieten eingesetzt werden, bei denen andere Polymer-Konjugate, z. B. PEG- 
Konjugate, zur Anwendung kamen. Einige spezielle, nicht beschrSnkende Beispiele 
sind die VenA^endung eines HAS-Konjugats ais immobilisierter Reaktionspartner fur 
eine Reaktion in heterogener Phase oder als Saulenmaterial fur die Afflnitatschro- 
matographie. Weitere AnwendungsmOglichkeiten werden fur den Fachmann in 
Kenntnis der hier offenbarten Eigenschaflen der erfindungsgemaBen HAS-Konjugate 
unschwer ersichtlich seln. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erISutem, ohne diese jedoch 
darauf zu beschrSnken. Insbesondere kSnnen analoge Reaktionen auch mit 
Hydroxymethylstarke und Hydroxypropylstarke durchgefuhrt und Shnliche 
Ergebnisse erzielt werden. 

BEISPIEL 1 

Selektive Oxidation von HydroxyethylstMrke (HES) mit iod 

In einem Rundkolben wurden 10 g HES-130 kD in 12 ml entionisiertem Washer unter 
Enfl^armen geiast. Zu dieser Ldsung wurden 2 ml einer l2-L6sung (0.1 N) gegeben. 
Eine Pipetle mit 2 ml 1.0 N NaOH wurde mit dem Kolben Qber ein 2-Wege- 
Verbindungsstuck verbunden und die NaOH-L6sung mit ca. 1 Tropfen pro 4 Minuten 
zugetropft. Nach Zugabe von ungefahr 0.2 ml der NaOH-Lasung war die Losung 
entfarbt, zu diesem Zeitpunkt wurde eine zweite Portion von 2 ml 0.1 N lodiasung 
zugegeben. Die Reaktion war nach Zugabe von insgesamt 14 ml lodiasung und 2.8 
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ml NaOH-Losung beendet. Die Reaktionsmischung wurde anschlieBend gegen 

entionisiertes Wasser dialysiert. 

Lactoni^rung: 

Die teilweise entsalzte LSsung wurde einer Chromatographie an einer 
Kationenaustauschersaule (Amberlite IR-120, H*-Form) unterzogen. urn die Aldonat- 
gruppen in Aldonsauregruppen umzuwandeln. AnsdilieBend wurde das Wasser 
durch Lyophilisation entfemt und so die Laclonfonn eriialten. 
Bestimmung des Oxidationsgrade^. 

Zu jeweils 1 ml Probenlosung warden unter N2-Atmosphare 1 ml alkalisches 
Kupferreagenz (3.5 g Na2P04. 4.0 g K-Na-Tatrat in 50 ml H2O, dazu 10 ml 1 N 
NaOH, 8.0 ml 10%iger (Gew./Vol.) CuS04-L6sung und 0.089 g K-lodat in 10 ml H2O, 
nach Zugabe yon 18 g Na-Sulfat auf 100 ml auffullen) plpettiert. Es wird 45 Minuten 
bei 100 °C erhitzt. Nach Abkuhlen werden 0.2 ml 2.5%iger Kl-L6sung und 0.15 ml 2 
M H2SO4 addiert. Nach 5 Min. wird mit 1 Tropfen Phenolrot-lndikatoriesung (1% 
Gew./Vol.) versetzt und mit 5 mM Na2S203-L6sung bis zum Verschwinden der Farbe 
titriert. Aus dem Verbrauch an Titrationsmittel lasst sich die Konzentration 
nichtumgesetzter Aldehydgruppen berechnen. 

Es wurde eine annShemd quantitative Ausbeute erzielt (>98%). Hydroxyethylstarken 
mit hdherer molarer Masse (z. B. 130 kP. 250 kD, 400 kO) konnten. genauso wie 
Hydroxyethylstarken mit niedrigerer molarer Masse (z. B. 10 kD, 25 kD. 40 kD). nach 
dieser Vorschrifl In ahnlich hohen Ausbeuten oxidiert werden. 

BEiSPIEL 2 

Selektlve Oxidation von HES mit Cu**-lonen 

Unter BwSmen wurde eine L6sung von 0.24 mMol HES-130 kD In 10 ml entionisier- 
tem Wasser hergestellt Diese Losung wurde In einem 100-ml-Rundkolben auf eine 
Temperatur von 70^0 »C erhitzt und mit 1.17 mMol stabilisiertem Cu^ (z. B. Rochelle- 
Salz als Stabilisator Oder andere Stabilisatoren) und verd. wassriger NaOH-L6sung 
versetzt (Endkonzentration 0.1 N NaOH). Danach wurde die Temperatur auf 100 °C 
erheht und die Reaktion solange laufen lessen, bis eine retliche Farbe entstanden war. 
Die ReakUon wurde gestoppt und die Reaktionsmischung auf 4 °C abgekuhit Der 
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rotliche Niederschlag wurde durch Filtration entfemt. Das Filtrat wurde gegen 
entionisieries Wasser dialysiert und anschlieBend wie in Beispiel 1 in das Lacton 
umgewandelt. Die Oxidation verlief quantitativ (Ausbeute >9g%). Nach dieser Methode 
lieBen sich auch niedennolekulare HES (z. B. HES-10 kD, HES-25 kD, HES-40 kD) 
und hdhemnoiekulare HES-Spezies (z. B. 130 kD, 250 kD, 400 kD) oxidieren. 

BEISPIEL 3 

Kopplung von selektiv oxidierter Hydroxyethylstarke (ox-HES) an Alendronat 

In einem 100-ml-Rundkolben wurden 5 mg Alendronat (ein Bisphbsphonat) und ein 
3-5facher molarer OberscliuK an ox-HES Lacton (hergestelK wie in Beispiel 1 oder 2 
besdirieben) in 4-5 ml DMSO gelSst Die Suspension wurde auf 70''C envannt und 
unter mSQigem Ruhren (Magnetruhrer) 24-36 Stunden belassen. Die Reaktion wurde 
dann abgebrochen und die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur abgekuhlt. 
Danach wurden 20-30 mt Wasser zugegeben und diese Losung gegen destilliertes 
Wasser dialysiert. Anstelle der Dialyse kann auch eine Ultrafiltration mit einer 
geeigneten Ausschlussgrenze der Membran eingesetzt werden. Dies enmdglicht 
nicht nur den Austausch des Ldsungsmittels sondem auch eine Konzentration der 
Ldsung, welche anschlieBend lyophilisiert wird. Der Erfolg der Kopplung wird mittels 
analytischer Standardverfahren, z. B. Gelpenneationschromatographie und 
Ninhydrin-Test auf freie Aminogruppen, nachgewiesen. Die Ausbeute an 
Kopplungsprodukt betrug ca. 85% fur die Kopplung mit ox-HES-i30 kD und ca. 80 % 
fur die Kopplung mit ox-HES-10 kD Lacton. 

BEISPIEL 4 

Kopplung von seiektiv oxidierter HES (ox-HES) an Annphotericin B 

12.0 g getrocknetes ox-HES-130 kD Lacton wurden in 30 ml trockenem DMSO in einer 
NrAtmosphare gelost. Die Losung wurde auf 70 °C envarmt und 52 mg Amphotericin 
B zugegeben. Unter Lichtausschluss wurde die Reaktion fur 24 h unter diesen 
Bedingungen belassen. Der Nachweis der erfolgreichen Kopplung wurde durch 
Gelpemneationschromatographie mit photometrischer Detektion bei 385 nm (A^ax des 
Amphoteridns) gefuhrt. Nach Abschluss der Reaktion wurde durch Zugabe von 80 ml 
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destilliertem Wasser gestoppt und intensiv gegen Wasser dialysiert. Lyq3hilisation 
ergab ein schwach gelbes KopplungsprodukL (Ausbeute ca. 87%). 

Unter vergleichbaren Bedingungen wurde bei der Kopplung von ox-HES-10 kD Lacton 
mit Amphotericin B eine Ausbeute von ca. 75% erzielL 

BEISPiEL 5 

Kopplung von ox-HES an Ampicillin 

In einem 100-ml-Rundkolben wurden 1.3 g trockenes ox-HES-130 kD Lacton in 5 ml 
trockenem DMSO gelost. Diese LOsung \vurde auf 45°C envarmt und 11.0 mg 
Ampicillin (Aldrich # 27.186-1) zugegeben. Die Reaktlon lief unter moderatem 
Ruhren fur 20 h und wurde nach dieser Zeit durch die Zugabe von 25 ml destilliertem 
Wasser abgestoppt. Die Reaktionsmischung wurde gegen destilliertes Wasser 
dialysiert und anschlieliend lyophilisiert, Der Kopplungserfolg wurde durch Analyse 
des Produkts mit GPC und Bestimmung der freien Aminogruppen am Ampicillin mit 
Ninhydrin nachgewiesen. 

BEISPIEL 6 

Kopplung von ox-HES an Neomycin 

3x10"^ Mol ox-HES-25 kD Lacton wurden in 5 ml N-Methylpyrrolidon bei GO'^C in 
einem 50-ml-Reaktionsgefa& unter MagnetrQhren gelost. Nach der Zugabe von 10 
mg Neomycin in 2 ml trockenem DMSO wurde fQr ca. 10 h zum Ruckfluss gekocht. 
Nach Abkuhlung auf Raumtemperatur beendete die Zugabe von weiteren 35 ml 
Wasser die Reaktion. Durch Dialyse wurde der grdBte Tell der Solventien entfernt 
und das Kopplungsprodukt anschlieBend lyophilisiert. Durch GPC mit UV-Detektion 
konnte Kopplungsprodukt mit ca. 82 % Ausbeute nachgewiesen werden. 

BEISPIEL 7 

Kopplung von ox-HES an Mepartricin 

10 ml Ethylenglcol waren notwendig, um 2.5 g ox-HESt130 kD Lacton und 22 mg 
Mepartricin (erhaitlich von Societa Prodotti Antibiotici, Mailand, Italian) unter 
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ErwSrmen vollstandig zu idsen. Das Losungsmittei war zuvor entgast und getrocknet 
worden.^Die Reaktionsldsung wurde 36 h lang unter Lichtausschiuss und einer 
Inertgas-Atmosphare geruhrt und die Reaktion schlieBHch durch den Eintrag von 40 
ml eiskaltem Wasser gestoppt. Das Ethylenglycol wurde mittels Ultrafiltration (10-kD- 
Membran) abgetrennt, anschlieKende Lyophilisierung ergab 2.1 g schwach 
gelbliches Pulver. Die weitere Reinigung erfolgte durch RP-HPLC an eIner C18- 
Saule mit UV/VIS-Detektion. 

BEiSPIEL 8 

Kopplung von ox-HES an Nystatin 

In einem 100-ml-Rundkolben wurden 2.5 g trockenes ox-HES-130 kD Lacton in 10 
ml trockenem DMSO geldst. Nach Zugabe von 9.5 mg Nystatin wurde auf 60 ''C 
erwdrmt und unter Inertgas-AtmosphSre und im Dunkein geruhrt. Die Reaktion lief 
unter moderatem RQhren fOr 48 h und wurde nach dieser Zeit durch Zugabe von 50 
ml destillterten Wasser abgestoppt. Die Reaktionsmischung wurde gegen dest. 
Wasser dialysiert und anschlieBend lyophilisiert. Die erfolgreiche Kopplung kdnnte 
durch RP-HPLC (C18-Saule) und Deteklion bei 325 nm nachgewiesen werden. Die 
Ausbeute, anhand der Absorption des Produktpeaks abgeschatzt, betrug ca. 67%. 

BEiSPIEL 9 

Kopplung von ox-HES an Mitomycin C 

2.5 9 ox-HES-130 kD Lacton und 20 mg Mitomycin (Fluka # 69824) wurden in 10 ml 
einer 9:1-Mischung von DMSOrMeOH bei 60°C gelost Die ReaktionslSsung wurde 
24 h unter Ruckfluss gehalten und danach wurden zum Abstoppen der Reaktion 40 
ml Wasser zugegeben. Diese Losung wurde uber Nacht gegen entionisiertes Wasser 
dialysiert und anschiielSend einer Gefriertrocknung unterzogen. Der Nachweis der 
Kopplung wurde mittels RP-HPLC und Detektion bei 320 nm gefuhrt. Das erwartete 
Kopplungsprodukt entstand in einer Ausbeute von 82%. 
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Kopplung von ox-HES an Daunorubicin 

1.3 g ox-HES-130 kD Lacton wurden in 10 ml N-Methylpyrrolidon bei 70 ''C unter 
Ruhren gelost. Dazu wurden 17 mg Daunorubicin (Fluka #30450), gelost in 3 ml 
DMF, tropfenweise zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 20 h lang unter 
diesen Bedingungen geruhrt. auf Raumtemperatur abgekuhit und schlieBlich mit 40 
ml destilliertem Wasser geschuttelt. Mittels Dialyse gegen Wasser wurde der 
Hauptteil der LOsungsmittel entfernt und anschlielSend gefriergetrocknet Das 
gekoppelte Daunorubicin wurde durch RP-HPLC und UV-VIS-Detektion 
nachgewiesen. 

BEISPIEL 11 

Kopplung von ox-HES an 7-Amlnocephalosporin 

In einem 100-ml-Rundkolben wurden 3.0 g ox-HES-130 kD Lacton und 20 mg 7- 
Aminocephalosporin (Fluka #07300) in 5 ml trockenem DMSO unter magnetischem 
Ruhren gelost. Die Temperatur wurde auf 50**C erhoht und fur 15 h gehalten. Nach 
dieser Zeit wurde auf 25 '^C abgekOhlt und die Reaktionsmischung durch Zugabe von 
6 ml destilliertem Wasser verdunnt. DMSO und nicht umgesetztes 7-Aminocephalo- 
sporin wurden mittels Dialyse gegen destilliertes Wasser entfernt. Die LSsung wurde 
anschlleBend lyophilisiert und das Produkt durch DC und GPC analysiert. 

BEISPIEL 12 

Kopplung von ox-HES an 6-Aminopenlcillinsaure 

Die in Beispiel 11 beschriebene Reaktion wurde auch mit 16 mg 6-Aminopenicillin- 
saure an Stelle des 7-Aminocephalosporins unter denselben Bedingungen durch- 
gefuhrt und das Reaktionsprodukt unter denselben Bedingungen aufgearbeitet und 
analysiert. 
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BEISPIEL 13 

Kopplung von ox-HES an LHRH 

1,0 g getrocknetes ox-HES-130 kD Lacton wurde mit 5 mg LHRH (Lutiliberin, 
^luteinizing hormone releasing homione") (Bachem, Schweiz) in 10 ml trockenem 
DMSO inkubiert. Die Reaktion ging 15 li lang bei 45'*C unter ROhren vonstatten und 
wurde durch die Zugabe von 40 ml Wasser gestoppt. Hesyliertes LHRH wurde durch 
Lyophilisierung gewonnen, nachdem es extensiv gegen Wasser dialysiert worden 
war, um die Hauptmenge an DMSO und nicht umgesetztes Peptid zu entfemen. Das 
entstandene Produkt wurde mit GPC (Superose 12, Amersham-Pharmacia, 
Schweden) und UV-Detektlon bei 280 nm analysiert. Eine Stochiometrie von 
ungefahr 1:1 fur das Kopplungsprodukl ergab sich aus der Quantifizierung des 
Peplids auf der Basis der Trp-Absorption und der Quantifizierung des Polysaccharid- 
Anteils durch die Phenol/Schwefelsaure-Farbung. 

Beispiel 14 

Kopplung von 6x-HES an Camptothecin 

In einem Rundkolben wurden 20 mg Camptothecin in 5 ml trockenem DMSO be! 50 °C 
gelost Zu dieser Losung wurden 36 mg 1 .4-Diaminobutan in 2 ml trockenem DMSO 
getropfl. Die Reaktionsmischung wurde fur 24 h unter diesen Bedingungen und leich- 
tem Ruhren belassen. Das Konjugatlonsprodukt wurde durch Flashchromatographie 
gereinigt Die Ausbeute t^etrug ca. 83%. 

FQr die Kopplungsreaktion des modifizierten Camptothecins mit ox-HES-130 kD wurde 
der gesamte Reaktionsansatz nach Reinigung zusammen mit 3.6 g des Polysaccha- 
rid-Lactons in 8 ml trockenem DMSO unter Ruhren und Erwarmen auf 60 ^'C gelost. 
Der Verlauf der Reaktion wurde durch RP-HPLC von Proben aus der Reaktions- 
mischung verfolgt Nach 20 h bei 50 °C konnte keine weitere Produktbildung mehr 
beobachtet werden und die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 ml destilliertem 
Wasser gestoppt. Nach Dialyse gegen Wasser wurde das Kopplungsprodukt 
gefriergetrocknet. Die Analyse erfolgte durch GPC und Anfarbung der freien 
Aminogruppe im modifiziertem, nicht-umgesetztem Camptothecin mit Ninhydrin auf 
einerDC-Platte. 
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BEISPIEL IS 
Kopplung von ox-HES an Prostacyclin 

a) AminofunMionalisierung 

352 mg Prostacyclin (Sigma-AIdrich) wurden in 5 ml trockenem DMF mit 2% 
Methylenchlorid (VA/) bei OPC gelost. Dazu wurden 1.3 g Dicyclohexylcarbodiimid 
(DCC) in 5 ml trockenem DMF gegeben. Unter leichten Ruhren lieS man 30 Minuten 
reagieren. AnschlieBend wurde ein 5-fach molarer Otwerschuss (bezogen auf 
Prostacyclin) an 1.5-Diaminoethylether addiert und die Losung langsam auf 
Raumtemperatur envarmt Die Reinigung des aminofunktionalisierten 
Kopplungsproduktes erfolgte mit Flashchromatographie an Silica-Phase. 

b) Hesylierung 

220 mg des gereinigten Kopplungsproduktes aus a) wurden in 8 ml Glycol bei 
Raumtemperatur gelost. Dazu wurden 4.0 g ox-HES-130 kD Lacton, gelost in 10 ml 
Glycol, unter RQhren gemlscht und auf 45 "^C erwarmt Nach einer Reaktionszeit von 
8 h wurde im Eisbad abgekQhit und intensiv gegen Wasser dialysiert. Die klare 
Ldsung wurde mit RP-HPLC an einer C18-Saule untersucht Aus dem Verhaltnis der 
FISchen im Ausschlussvolumen der Sdule (Kopplungsprodukt) und der Ausgangs- 
substanz konnte die Kopplungseffizienz berechnet werden. Die Ausbeute betmg 
53%. 

BEISPIEL 16 

Kopplung von HES an Alendronat 

In einem 100-ml-Rundkolben wurde ein zehnfacher molarer Uberschuss an HES-25 
kD zu einer Losung von 2.25 mg Alendronat in 4 ml Phosphatpuffer (0.1 M, pH 7.5) 
zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde geschuttelt, um das Polysaccharid 
vollstandig zu losen. und dann wurde ein dreiSigfacher molarer Oberschuss an 
NaBHaCN zugegeben. Die Reaktion lief bei Raumtemperatur 48 h lang ab, wobei die 
Entstehung eines Kopplungsprodukts an einem Aliquot durch Umsetzung mit 
Fluorescamin, das mit freien Aminogruppen ein fluoreszierendes Produkt ergibt. 
nachgewiesen wurde. 
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BHSPIEL 17 

Kopplung von HES an Amoxillin 

In einem Zweihalskolben warden 4.0 ml 0.1 N Na-Phosphatpuffer (pH 7.5) vorgelegt 
und darin 1.5 g HES-40 kD durch Erwamien auf 60 X gelost. Nach Abkuhlen auf 
25 ^'C wurden 7.0 mg Amoxillin (Fluka #10039) unter magnetischem Ruhren zuge- 
geben. In einem separaten GefalX wurde eine Losung von NaBHaCN, die einem 
dreifSigfachen molaren Oberschuss entsprach, in 2 ml des gleichen Na-Phosphat- 
puffers hergestellt. Mit Hilfe eines Tropftrichters wurde die Cyanoborhydrid-Losung 
langsam der ersten Losung in einem Zeitraum von 30 Minuten zugetropft. Die 
Reaktionsmischung wurde 24-36 h lang weitergeruhrt und dann der pH-Wert zum 
Stoppen der Rektion mit 0.1 N HCI auf 4 eingestellt. Die Losung wurde durch Dialyse 
entsalzt und lyophilisiert. Der Nachweis des Kopplungsprodukt erfolgte mittels GPC 
und UV-Photometer. 

BEISPIEL18 

Kopplung von HES an Cefaclor 

In einem 100-ml-Rundkolben wurden 4 ml 0.1 N Na-Phosphatpuffer (pH 7.0) dazu 
verwendet, 110 mg NaBHaCN zu Idsen. Unter RQhren wurden 6.0 x 10"^ Mol HES- 
130 kD und 2.0 x 10"^ Mol Cefaclor (Fluka #22125) zugegeben. Die Reaktions- 
temperatur wurde bei 25 *C gehalten und die Reaktionsmischung 24 h lang moderat 
geruhrt. Danach wurde die Ldsung auf pH 4.0 angesduert und weitere 30 Minuten 
lang geruhrt. Zur Entsalzung und Konzentration wurde ultrafiltriert (10-kD-Membran). 
Das Kopplungsprodukt wurde mittels HP-GPC bei 265 nm nachgewiesen. 

BEISPIEL19 

Kopplung von HES an Doxorubicin 

6.0 mg Doxorubicin (Fluka #45584) wurden in Gegenwart eines dreifachen molaren 
Oberschusses an HES-130 kD in 4 ml 0.1 N Na-Phosphatpuffer (pH 7.5) bei 
Raumtemperatur suspendiert. Die Reaktionsmischung wurde 30 Minuten lang stark 
geruhrt und langsam mit 3 ml einer 0.8 M NaBHaCN-Losung versetzt Die Reaktion 
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vmrde fOr 48 h lang bei Raumtemperatur unter Ruhren gehalten. AnschlieOend 
wurde mit eiher 10-kD-Membran diafiltriert, urn Salze und nicht umgesetztes 
Doxorubicin zu entfemen. Die diafiltrierte Losung \Anjrde iyophilisiert und das 
Kopplungsprodukl mit GPC und RP-HPLC untersuclit 

BEISPIEL 20 

Kopplung von HES an Vasopressin 

In einem Rundkolben. der mit einem Tropflrichter versehen war, wurdeh 1.25 g HES- 
130 kD in 5 ml 0.1 M Na-Pliosphatpuffer, pH 8.0, unter Erwarmen und leichtem 
RQhren gelSst. Zu dieser LSsung wurden 5 mg Vasopressin (Bachem. Schweiz) 
zugegeben. 30 mg NaBH3CN wurden in 2 ml 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7.5) gelost 
und langsam Qber den Tropftrichter der Reaktionsmischung zugetropfL Die Reaktion 
wurde etwa 24 h lang bei 25 ""C stehen geiassen. Zur Beendigung der Reaktion 
wurde der pH-Wert durch die Zugabe von 0.1 N HCI auf 4,0 abgesenkt. Nach 
extensiver Diaiyse gegen Wasser wurde das hesylierte Produkt gefiriergetrocknet. 
Die Analyse erfolgte mit GPC wie oben beschrieben und UV-Detektion bei 220 nm. 

BEISPIEL 21 

Kopplung von ox-HES 70 kD an Neomycin 

In einem Zweilialskolben wurden unter ArgonatmosphSre 1,01 mg Neomycin (Sulfat- 
Salz) und 126.21 mg oxHES 70 kD in 2 ml DMSO aufgelost und nach Zugabe von 
0.81 mg DMAP 24 h bei 70 X erhitzt. AnschlieBend wurde die Reaktion durch 
Zugabe von Aceton beendet, wobei das Kopplungsprodukl ausfiel. Der Feststoff 
wurde in Wasser aufgeldst und 48 h durch Diaiyse gegen Wasser aufgereinigt Nach 
Gefriertrocknung erhielt man 80 mg weifies Kopplungsprodukl (63 %). 

BEISPIEL 22 

Alternative Methode der Kopplung von ox-HES 70 kD an Neomycin 

Die Kopplung von Neomycin an ox-HES 70 kD lielX sich ebenfalls erfolgreich be! 
Raumtemperatur in DMSO mit Zugabe von EDC als Aktivator durchfuhren. Hierfur 
wurden 16.97 mg Neomycin (Sulfat-Salz), 348 mg ox-HES 70 kD und 2.28 mg DMAP 
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in 1 ml DMSO aufgeldst. Nach Zugabe von 3.83 mg DCC (1 Aquivalent) ruhrte man 
die L6sung 2 h und wiederholte die Zugabe eines Aquivalents DCC. Dieses 
Verfahren wurde wiederholt, bis 10 Aquivalente DCC in die Reaktionsldsung 
zugegeben wurden. Die Reaktionszeit betrug insgesamt 24 h. Nach Zugabe von 20 
ml Aceton in die Losung fiel das Kopplungsprodukt aus. Der Feststoff wurde in 
Wasser aufgeldst und 48 h durch Dialyse gegen Wasser aufgereinigt Nach 
Gefriertrocknung erhielt man 280 mg weiBes Kopplungsprodukt (80 %). 

BEISPIEL 23 

Kopplung von ox-HES 70 kO an Daunorubicin 

In einem Zweihalskolben wurden 0.5 mg Daunorubicin-Hydrochlorid, 829.2 mg ox- 
HES 70 kD und 0.108 mg DMAP in 2 ml DMSO unter Argonatmosphare gelost und 
24 h bei 70 "C erhitzt. AnschlieBend gab man Aceton (20 ml) dazu, wobei das 
Kopplungsprodukt ausfiel. Die LSsung wurde zentrifugiert und der Prazipitat 
mehrmals mit Aceton gewaschen und zentrifugiert Man erhielt einen leicht rosa- 
gefarbten Feststoff, der in Wasser' aufgeldst und gegen Wasser dialysiert wurde. 
Nach Gefriertrocknung erhSIt man 656 mg (80 %) eines leicht rosa gefarbten 
Feststoffes. Die Reinheit des gekoppelten Daunorubidns wurde mittels RP-HPLC 
Qberprtlft. 

BEISPIEL 24 

Kopplung von ox-HES 130 kO an 7-Aminocephalosporansaure 

In einem 100-ml-Rundkolben wurden 383 mg ox-HES-130 kD und 1.22 mg 7-Amino- 
cephalosporansaure (Fluka #07300) in 2 ml trockenem DMSO unter magnetischem 
RQhren gelSst. Die Temperatur wurde auf 70X erhoht und fur 24 h gehalten. Nach 
dieser Zeit wurde auf 25 **C abgekuhit und das Reaktionsprodukt durch Zugabe von 
20 ml Aceton ausgefallt. Der Feststoff wurde mit 20 ml Aceton gewaschen und in 20 
ml destilliertem Wasser aufgeldst. Die weitere Reinigung des Kopplungsproduktes 
erfolgte mittels Dialyse gegen destilliertes Wasser. Die Losung wurde anschlieSend 
lyophilisiert und das Produkt durch DC und GPC analysiert. Man erhielt 270 mg 
Kopplungsprodukt (70 %) in Form eines weiBen Feststoffes. 
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BEISPIEL 25 

Kopplung von ox-HES 70 kD an 6-Aminopenicilfansaure 

Die in Beispiel d beschriebene Reaktion wurde auch mit 1.57 mg 6-Aminopenicj|lan- 
saure an Stelle der 7-Aminocephalosporansaure und 135.54 mg ox-HES 70 kD unter 
denselben Bedingungen durchgefuhrt. Das Reaktionsprodukt wurde unter denselben 
Bedingungen aufgearbeitet und analysiert. Nach der Aufreinigung erhlelt man 88 mg 
Kopplungsprodukt (65 %) als weiBen Feststoff. 

BEISPIEL 26 

Kopptung von HES 40 kD an Amoxicillin 

In einem Zweihalskolben wurden 4.0 ml 0.1 N Na-Phosphatpuffer (pH 7.5) vorgelegt 
und dafln 1.5 g HES-40 kD durch EnvSrmen auf 60 ^'C gelfist Nach Abkuhlen auf 
25 wurden 7.0 mg Amoxicillin (Fluka #10039) unter magnetischem RQhren zuge- 
geben. In einem separaten GefSB wurde eine L6sung von NaBHaCN, die einem 
dreiliigfachen molaren Oberschuss entsprach, in 2 ml des gleichen Na-Phosphat- 
puffers hergestellt. Mit Hilfe eines Tropftrichters wurde die Cyanoborhydrid-Losung 
langsam der ersten Ldsung in einem Zeitraum von 30 Minuten zugetropft. Die 
Reaktionsmischung wurde 24-36 h lang weitergeruhrt und dann der pH-Wert zum 
Stoppen der Rektion mit 0.1 N HCI auf 4 eingestellL Die Losung wurde durch Dialyse 
entsalzt und lyophilisiert. Der Nachweis des Kopplungsprodukt erfolgte mittels 6PC 
und UV-Photometer. 

BEISPIEL 27 

Kopplung von ox-HES 70 kD an Amoxicillin 

In einem 100-ml-RundkoIben wurden 173 mg ox-HES 70 kD und 0.85 mg Amoxicillin 
in 2 ml trockenem DMSO unter magnetischem RQhren gelOst. Die Temperatur wurde 
auf 70^C erheht und fQr 24 h gehalten. Nach dieser Zeit wurde auf 25 *C abgekQhIt 
und das Reaktionsprodukt durch Zugabe von 20 ml Aceton ausge^llt Der Feststoff 
wurde mit 20 ml Aceton gewaschen und in 20 ml destilliertem Wasser aufgelOst Die 
weitere Reinigung des Kopplungsproduktes erfolgte mittels Dialyse gegen 
destiiliertes Wasser. Die Ldsung wurde anschlie&end lyophilisiert und das Produkt 
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durch DC und GPC analysiert. Man erhalt 151 mg Kopplungsprodukt (87 %) in Form 
eines weiBen Feststoffes. 

BEISPIEL 28 

Kopplung von ox-HES 70 kD an Cefadroxil 

In einem 100-ml-Rundkolben wurden 610 mg ox-HES 70 kD und 2.965 mg 
Cefadroxil in 2 ml trockenem DMSG unter magnetischem ROhren aufgelost. Die 
Temperatur wurde aiuf 70'C erhQht und fur 24 h gehalten. AnschlielXend kOhlte man 
die Temperatur auf 25 ""C ab und fallte das Reaktionsprodukt durch Zugabe von 20 
ml Aceton aus. Der Feststoff wurde mit 20 ml Aceton gewaschen und in 20 ml 
destilliertem Wasser aufgel6st. Die weitere Reinigung des Kopplungsproduktes 
erfolgte mittels Dialyse gegen destilliertes Wasser. Die Losung wurde anschiieBend 
lyophilisiert und das Produkt durch DC und GPC analysiert. Man erhielt 490 mg 
Kopplungsprodukt (87 %) in Fonm eines wei&en Feststoffes. 

BEISPIEL 29 

Kopplung von ox-HES 70 kD an Glucagon 

In einem Rundkolben werden Glucagon (66 x 10"^ mol, 0.23 mg). oxHES 70 kD (6.6 x 
10^ mol. 123 mg) in 1 ml DMSG gelost. In Zeitabstanden von 1 h gibt man in 8 
Portionen DDC hinzu bis insgesamt 23.08 mg in die Reaktionsldsung zugegeben 
worden sind. Nach einer Reaktionszeit von 24 h. wird die Reaktion durch Zugabe von 
15 ml Wasser abgebrochen. Das Kopplungsprodukt durch Dialyse gegen Wasser 
aufgereinlgt. Nach Gefriertrocknung erhSIt man 79 mg weilSes Kopplungsprodukt (65 
%). 
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1. Konjugat von Hydroxyalkylstarke und einer niedermolekularen Substanz, 
dadurch gekennzeichnet, dass die bindende Wechselwirkung zwischen dem 
HydroxyalkylstirkemolekQI und der niedermolekularen Substanz auf einer 
kovalenten Bindung beruht, welche das Ergebnis einer Kopplungsreaktion 
zwischen (i) der endstandigen Aldehydgruppe Oder einer aus dieser Aldehyd- 
gruppe durch chemische Umsetzung hervorgegangenen funktionellen Gruppe 
des HydroxyalkylstSrkemolekuls und (ii) einer mit dieser Aldehydgruppe oder 
daraus hervorgegangenen funktionellen Gruppe des Hydroxyalkylstarke- 
molekuls reaktionsfahigen funktionellen Gruppe der niedermolekularen 
Substanz ist, wobei die bei der Kopplungsreaktion unmittelbar resuKierende 
Bindung gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion zur obengenannten 
kovalenten Bindung modifiziert sein kann. 

2. Konjugat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die aus der 
endstandigen Aldehydgruppe des HydroxyalkylstarkemolekQIs hervorge- 
gangene funktionelle Gruppe eine der funktionellen Gruppen eines 
bifunktionellen LinkermolekQIs ist, mit dem die endstandige Aldehydgruppe 
Oder eine daraus hervorgegangene funktionelle Gruppe umgesetzt >Aajrde. 

3. Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die 
reaktionsfahige funktionelle Gruppe der niedermolekularen Substanz eine der 
funktionellen Gruppen eines bifunktionellen LinkermolekQIs ist, welches an die 
niedenmolekulare Substanz gekoppelt wurde. 

4. Konjugat nach einem der AnsprOche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
die kovalente Bindung das Ergebnis einer Kopplungsreaktion zwischen einer 
durch selektive Oxidation der endstdndigen Aldehydgruppe des Hydroxyalkyl- 
starkemolekQIs gebildeten Carboxylgruppe oder aktivierten Carboxylgrxjppe 
und einer primaren Aminogruppe oder Thiolgruppe der niedermolekularen 
Substanz ist. 
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5. Konjugat nach Anspruch 4, dadurch gekennzeic^net, dass die kovalente 
Bindung eine Amidbindung ist, welche das Ergebnis einer Kopplungsreaktion 
zwischen einem durch selektive Oxidation der endstSndigen Aldeliydgaippe 
des HydroxyalkylstarkemolekOis gebildeten Lacton und einer primSren 
Aminogaippe der niedermolekularen Substanz ist. 

6. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurcli gekennzeiclinet, dass 
die kovalente Bindung eine Aminbindung ist, weiche das Ergebnis einer 
Kopplungsreaktion zwischen der endstSndigen Aldehydgruppe des Hydroxy- 
alkylstdrkemolekuls und einer primSren Aminogruppe der niedermolekularen 
Substanz unter Bildung einer SchifTschen Base und der Reduktion der 
Schiff 'schen Base zum Amin ist. 

7. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet. dass 
das HydroxyalkylstarkemolekOI ein Molekulargewicht im Bereich von etwa 70 
bis etwa 1000 kD aufweist. 

8. Konjugat nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das Hydroxyalkyl- 
starkemolekOI ein Molekulargewicht von etwa 130 kD aufweist. 

9. Konjugat nach einem der AnsprOche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass 
das HydroxyalkylstSrkemolekQI einen Substitutionsgrad von etwa 0,3 bis etwa 
0,7 aufweist. 

10. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass 
das HydroxyalkylstarkemolekQI ein VerhdItnis der C2- zu Ce-Substitution von 
8 bis 12 aufweist. 

11. Konjugat nach einem der AnsprQche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass 
das HydroxyalkylstarkemolekQI ein HydroxyethylstarkemolekQI ist. 

12. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass 
die niedermolekulare Substanz ein Arzneiwirkstoff ist. 
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13. Konjugat nach Anspruch 12, dadurch gekennzelchnet. dass der Arznei- 
wirkstofF aus der Gruppe aus Antibiotika, Antidepressiva, Antidiabetika. 
Antidiuretika, Anticholinergika, Antiarrhytmika. Antiemetika, Antiepileptika, 
Antihistaminlka, Antimykotika, Antisympathotonika, Antithrombotika. Andro- 
genen, Antiandrogenen, Estrogenen, Antiestrogenen, Antiosteoporosemitteln, 
Antitumormitteln. Vasodilatatoren und anderen blutdrucksenkenden Mittein, 
flebersenkenden Mitteln. Schmerzmltteln, entzundungshemmenden Mittein, 
&-Blockem, Immunsuppressiva und Vitaminen ausgewahit ist. 

14. Konjugat nach Anspruch 12 Oder 13, dadurch gekennzeichnet, dass die an der 
Kopplungsreaktion beteiligte funktionelle Gruppe des Arzneiwirkstoffs eine 
Aminogruppe ist. 

15. Konjugat nach Anspaich 14, dadurch gekennzeichnet, dass der Arzneiwirk- 
stoff aus der Gruppe aus Albuterol. Alendronat, Amikazin, Aminopenidllin, 
Amoxicillin, Atenolol, Azathioprin, Cefaclor, Cefadroxil. Cefotaxim, Ceftazidim, 
Ceftriaxon, Cilastatin, Cimetidin, Ciprofloxacin, Clonidin, Colistin. Cosyntropin, 
Cycloserin. Daunorublcin, Doxorubicin, Desmopressin, Dihydroergotamin, 
Dobutamin, Dopamin, Ephedrin, Epinephrin, e-Aminocapronsaure, Ergometrin, 
Esmolol, Famotidin, Flecainid, Folsaure, Flucytosin, Furosemid. Ganddovir, 
Gentamicin, Glucagon, Hydrazalin, Imipenem, Isoproterenol, Ketamin, 
Liothyronin, Lutiliberin, Merpatricin, Metaraminol, Methyldopa. Metoclopramid, 
Metoprolol, Mexiletin, Mitomycin, Neomycin, Netilmicin, Nimodipin, Nystatin, 
Octreotid, Oxytodn, Pamidronat, Pentamidin, Phentolamin, Phenylephrin, 
Procainamid, Procain, Propranolol, Ritodrin, Sotalol, Teicoplanin. Terbutalin, 
Thiamin, Tiludronat, Tolazolin, Trimethoprim, Tromethamin, 
Vancomycin,Vasopressin und Vinblastin ausgewShIt ist 

16. Konjugat nach Anspmch 12 Oder 13, dadurch gekennzeichnet, dass die an der 
Kopplungsreaktion beteiligte funktionelle Gmppe des Arzneiwiricstoffs eine 
Carboxylgruppe oder aktivierte Carboxylgruppe ist. 
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17. Konjugat nach Anspmch 16, dadurch gekennzeichnet, dass der Arznei- 
wirkstoff aus der Gruppe aus Acetylcystein, Aziocillin, Aztreonam, Benzyl- 
penidllin, Camptothecin. Cefamandol, Cefazolin, Cefepim. Cefotaxim, 
Cefotetan, Cefoxitin, Ceftazidim, Ceftriaxon, Cephalothin, Cilastatin, 
Ciprofloxacin, Clavulansaure, Dicloxacillin. e-Aminocapronsaure, Floxaclllin, 
FolinsSure, Furosemid, Fusidinsaure, Imipemem, Indomethacin. Ketorolac, 
Liothyronin, l\/lelplialan, Methyldopa. Piperacillin, Prostacyclin, Prostaglandine, 
Teicoplanin, Ticarcillin und Vancomycin ausgewShlt ist. 

18. Konjugat nach Anspruch 12 Oder 13, dadurch gekennzeichnet, dass die an der 
Kopplungsreaktion beteiligte funklionelle Gruppe des Arzneiwirkstoffs eine 
aliphatische oder Aryl-OH-Gruppe ist. 

19. Konjugat nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass der Arzneimlttel- 
wirkstoff aus der Gruppe aus Albuterol, Allopurinol, Apomorphin, Ceftriaxon, 
Dobutamin, Dopamin, Doxycyclln, Edrophonium, Isoproterenol, Liothyronin, 
Metaraminol, Methyldopa, Minocyclin, Palcitaxel, Pentazocin, Phenylephrin. 
Phentolamin, Propofol, Rifamycine, Ritodrin, Taxol, Teicoplanin, Terbutalin^ 
Tetracyclin und Vancomycin ausgewShlt ist. 

20. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine wirksame Menge eines 
Konjugats nach irgendeinem der Anspruche 12 bis 19 sowie einen phamia- 
zeutisch annehmbaren Trager und gegebenenfalls welters Hilfs- und 
Wirkstoffe. 

21. Verwendung eines Konjugats nach einem der Anspruche 12 bis 19 oder einer 
Zusammensetzung nach Anspoich 20 zur therapeutischen oder praventiven 
Behandlung von Menschen oder Tieren. 

22. Verfahren zur Herstellung eines Hydroxyalkylstarke-Konjugats nach einem der 
Anspruche 1 bis 19. dadurch gekennzeichnet, dass eine Kopplungsreaktion 
zwischen der endstandigen Aldehydgruppe oder einer aus dieser Aldehyd- 
gaippe durch chemische Umsetzung hervorgegangenen funktionellen Gruppe 
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des Hydroxyalkylstarkemolekuls und einer mit dieser Aldehydgruppe Oder 
daraus hervorgegangenen funktionellen Gaippe des Hydroxyalkylstarke- 
molekuls reaktlonsfShigen funktionellen Gruppe der niedermotekularen 
Substanz durchgefuhrt wird und wobei die be! der Kopplungsreaktion 
unmittelbar resultierende BIndung gegebenenfalls durch eine weltere Reaktlon 
modiflziert wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass die endstandige 
Aldehydgruppe des HydroxyalkylstdrkemolekQIs durch selektive Oxidation in 
die entsprechende Lactongruppe QberfQhrt und diese anschlie^end mit einer 
primdren Aminogruppe der niedermolekularen Substanz umgesetzt wird, so 
dass das HydroxyalkylstSrkemolekQI durch eine Amidbindung an die 
niedermolekulare Substanz gebuncfen wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass die selektive 
Oxidation der Aldehydgruppe mit lod Oder Metallionen in wSssriger basischer 
Losung durchgefQhrt wird. 

25. Verfahren nach Anspruch 23 Oder 24, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Kopplungsreaktion in Gegenwart eines Carbodiimids, vorzugsweise 1-(3- 
Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid (EDO), durchgefQhrt wird. 

26. Verfahren nach einem der AnsprQche 22 bis 25, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Kopplungsreaktion in heterogener Phase durchgefuhrt wird. 

27. Verfahren nach einem der AnsprQche 22 bis 25, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Kopplungsreaktion in homogener Phase in DMSO oder N-Methyl- 
pynrolidon Oder Glycol durchgefQhrt wird. 

28. Verfahren nach Anspruch 23 Oder 24, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Kopplungsreaktion in DMSO Oder N-Methylpynrolldon Oder Glycol in 
Abwesenheit eines Aktivators durchgefQhrt wird. 
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29. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet; dass die endstandige 
Aldehydgruppe des HydroxyalkylstarkemolekQIs mit einer primaren Amino- 
gaippe der niedermolekularen Substanz unter Bildung einer SchifTsclien Base 
gekoppelt wird und die gebildete SchifTsche Base zum Amin reduziert wird. so 
dass das HydroxyethylstarkemolekQI durdi eine Aminbindung an die nieder- 
molekulare Substanz gebunden wird. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass das Reduktions- 
mittef Natriumborhydrid, Natriumcyanoborhydrid oder ein organischer 
Borkomplex ist. 

31. Verfahren zur Herstellung von selektiv an der endstSndigen Aldehydgruppe 
oxidierter Hydro^alkylstarke, dadurch gekennzeichnet, dass die Hydroxy- 
alkylstarke in einem l\/lolverhaltnis von iod zu HAS von 2:1 bis 20:1 in waQriger 
basischer Ldsung umgesetzt wird. 

32: Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Molverhaltnis von Iod zu HAS etwa 5:1 bis 6:1 betrSgt 

33. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass 

a) eine Menge von Hydroxyalkylstarke in wannem destilliertem Wasser 
geldst wird und etwas weniger als 1 Molaquivalent wassriger lodlosung 
zugegeben wird, 

b) NaOH-Lfisung in einer molaren Konzentration, die etwa das 5-15fache 
der lodlOsung betragt, langsam tropfenweise in AbstSnden von 
mehreren Minuten der Reaktionslosung zugegeben wird, bis die Ldsung 
nach der Zugabe beginnt, wieder War zu warden, 

c) emeut etwas weniger als 1 Molaquivalent wassriger lodlosung der 
Reaktionslosung zugegeben wird, 

d) das Zutropfen der NaOH-Losung wieder aufgenommen wird, 

e) die Schritte b) bis d) solange wiederholt werden, bis etwa 5,5-6 
Moiaquivalente lodlosung und 11-12 Molaquivalente NaOH-Ldsung, 
bezogen auf die Hydroxyalkylstarke, zugegeben worden sind, 
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f) die Reaktion dann abgebrochen und die Reaktionsl6sung entsalzt und 
einer Kationenaustauschchromatographie unterworfen und das 
Realctionsprodukt durch Lyophilisierung gewonnen wird. 

34. Verfaliren nach Anspruch 33, dadurch gel<enn2eichnet, dass es sich bei der 
wSssrigen lodlosung um eine etwa 0,05 - 0,5 N lodlosung handelt. 

35. Verfahren nach Anspaich 33 Oder 34, dadurch gekennzeichnet. dass die 
molare Konzentration der NaOH-LSsung etwa das lOfache der lodlSsung 
betrSgt. 

36. Verfahren zur Herstellung von selektiv an der endstflndigen Aldehydgruppe 
oxidierter HydroxyalkylstSrke. dadurch geltennzeichnet, dass die HAS in 
wassriger alkalischer L6sung mit einem moiaren Oberschuss an stabilisierten 
Metallionen, ausgewihit aus Cu^-ionen und Ag*-lonen, oxidiert wird. 



